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RESUMEN
La periodontitis es un conjunto de condiciones inflamatorias que afectan el tejido

de protección del diente, el patógeno clave es la Porphyromona gingivalis. Dentro

de sus factores de virulencia, destaca la cápsula y se reconocen 7 serotipos

encapsulados (K1-K7) y cepas no encapsuladas (K-). Se asocia el serotipo K1 a

las más inmunogénicas y virulentas, en tanto, la cepa K- tiene mayor proliferación

en sujetos sanos. La periodontitis podría generar neuroinflamación, asociándose

con la Enfermedad de Alzheimer y en posibles alteraciones en astrocitos. En este

estudio se mide la variación de la morfología astrocitaria hipocampal en la

neuroinflamación provocada por un modelo de periodontitis experimental.

Metodología: Se indujo periodontitis experimental a 10 ratas macho por

inoculación en mucosa palatina de P. gingivalis serotipo K1, P. gingivalis cepa

mutante K- y grupo control con medio de transporte de bacterias. Se generan

cortes cerebrales del hipocampo, se incuban en el anticuerpo primario GFAP. Se

evalúa morfología astrocitaria con el software Image J y análisis skeleton para el

número de ramificaciones, medidas comparativas del largo de las ramificaciones,

áreas, largos lineales y no lineales del astrocito, número de terminaciones y

niveles de tortuosidad.

Resultados: Los astrocitos en las ratas inoculadas con el serotipo K1 tienen más

ramificaciones y de mayores longitudes, además de mayor volumen, mayor

longitud no lineal, mayor número de terminaciones y mayor nivel de sinuosidad en

su morfología que las inoculadas con la cepa no encapsulada K-.

Conclusión: La periodontitis experimental inducida por P. gingivalis no

encapsulada K- se asoció a mayores cambios en su morfología en comparación

con la inoculación con serotipo K1 y el grupo control, lo cual, se podría asociar con

un rol neuroprotector.
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INTRODUCCIÓN/MARCO TEÓRICO
Periodontitis y Porphyromonas gingivalis

La periodontitis corresponde a un conjunto de condiciones inflamatorias de

origen multifactorial que afectan a los tejidos de protección o soporte del diente,

produciendo su destrucción. Sin tratamiento, esta enfermedad oral conduce a la

pérdida de los dientes y a la disfunción masticatoria, impactando negativamente

en la calidad de vida (Pardo-Romero y Hernandez, 2018; Pihlstrom y Johnson,

2005). Constituye una de las patologías más prevalentes en los humanos tanto a

nivel mundial (Muhammad, 2020; White y cols., 2009), como a nivel nacional

(Carvajal, 2016; Gamonal y cols, 2010) su causa principal es la disbiosis de la

microbiota subgingival que desencadena una reacción inflamatoria (Darveau,

2010). Entre las bacterias asociadas a la disbiosis de la microbiota se describen

tales como, Filifactor alocis, Treponema denticola, Tannerella forsythia,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, siendo esta

última considerada como un patógeno clave o “keystone” (Bodet y cols., 2007;

Hurtado y cols., 2016; Tsai y cols., 2018). La P. gingivalis es un cocobacilo

Gram-negativo, anaerobio estricto, asacarolítico, que expresa diversos factores de

virulencia que van determinando su patogenicidad. Entre los factores de virulencia

que P. gingivalis produce, destacan la fimbria, el lipopolisacárido (LPS), las

gingipaínas y la cápsula (Hajinshengallis y Lamont, 2014). Las fimbrias

corresponden al factor de virulencia de mayor extensión extracelular de la

bacteria, que facilita su adhesión a cualquier superficie, las que incluyen proteínas

de la matriz, células del hospedero y otros microorganismos, lo que le permite

migrar a las diferentes superficies, tejidos u órganos del hospedero (Amano y

cols., 2004). Las gingipaínas, corresponden a un conjunto de enzimas que

degradan proteínas que contienen Arginina (Arg) o Lisina (Lys) en su estructura

primaria (Stathopoulou y cols, 2009). De esta manera se describen las

gingipaínas-Arg o Rgp y las gingipaínas-Lys o Kgp. Las gingipaínas son
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esenciales para la maduración de la fimbria, la exportación de los polisacáridos

capsulares a la superficie celular, la degradación de los receptores de las células

del hospedero y para el metabolismo de las proteínas que le otorgarán la energía

a P. gingivalis para desarrollar sus actividades metabólicas (Septiwidyati y

Bachtiar, 2020). El LPS, por otro lado, interfiere con la respuesta inmune,

favoreciendo el aumento en la cantidad de bacterias y en la síntesis de citoquinas

pro-inflamatorias (Wang & Ohura, 2002). Los polisacáridos capsulares de carga

negativa entregan a la bacteria estabilidad estructural, posibilidad de interacción

con el hospedero, mecanismos de supervivencia, evasión de respuesta inmune y

capacidad de invadir tejidos (Septiwidyati y Bachtiar, 2020).

Sobre la base de la variabilidad estructural de los polisacáridos capsulares de P.

gingivalis se han descrito distintos serotipos. Actualmente, se reconocen 7

serotipos capsulares denominados K1 a K7 y cepas no encapsuladas

denominadas K- (Laine, 1998; van Winkelhoff, 2002; Aduse-Opoku, 2006). En

modelos animales, los serotipos K1 y K2 presentan mayor virulencia y mayor

resistencia a la fagocitosis, causando infecciones más graves que los serotipos K3

a K6 o las cepas no encapsuladas K- (Brunner y cols., 2010). Así, a los serotipos

K1 y K2 se les atribuye una mayor capacidad de inducir la expresión de citoquinas

pro-inflamatorias tales como interleuquina (IL)-1β, IL-6 y factor de necrosis tumoral

(del inglés tumoral necrosis factor, TNF)-α y de quimioquinas en células

dendríticas, mayor diferenciación a linfocitos T colaboradores (del inglés T helper,

Th) tipo 1 y 17 y, mayor activación de osteoclastos (d’Empaire y cols., 2006;

Melgar-Rodriguez, 2014; Vernal 2009, 2014). Por otro lado, los serotipos K3, K4 y

K5 modulan la respuesta en células dendríticas y producen mayor diferenciación

de linfocitos Th2 , mientras que las cepas K- son capaces de inducir una respuesta

T reguladora (Treg) (Vernal y cols., 2014; Vernal y cols., 2009). Además, al evaluar

la respuesta de memoria inmunológica en pacientes afectados de periodontitis, se

logró determinar que existe una mayor frecuencia de proliferación de linfocitos T
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de memoria en presencia de los serotipos K1 y K2 de P. gingivalis, sugiriendo su

rol en el inicio o progresión de la periodontitis, en comparación con el serotipo K4

o la cepas K-, cuya mayor proliferación se detecta en sujetos sanos

(Melgar-Rodríguez, 2014). En particular, de todos los serotipos de P. gingivalis, las

cepas pertenecientes al serotipo K1 corresponden a las más inmunogénicas y

virulentas (Vernal y cols., 2013).

Los mediadores inflamatorios generados por P. gingivalis y sus factores de

virulencia pueden generar inflamación sistémica de bajo grado (Singhrao y Olsen,

2019). De esta manera, la periodontitis se asocia con otras enfermedades o

condiciones, tales como, parto prematuro y bajo peso al nacer, diabetes mellitus II,

accidentes cerebro-vasculares, infarto agudo al miocardio, ateroesclerosis y, más

recientemente, con la enfermedad de Alzheimer (EA) (Bermudez y cols., 2003;

Dietrich y cols., 2013; Morales y cols., 2016; Luna y cols., 2019; Sansores-España

y cols., 2021; Vincent y cols., 2018).

Demencia y posible rol de Porphyromonas gingivalis
Las demencias corresponden a diversas patologías caracterizadas por el

deterioro cognitivo (Grand y cols., 2011). Dentro de éstas, la patología más común

es la EA (Knopman y cols., 2001), la cual, se caracteriza por la pérdida progresiva

de funciones cognitivas como memoria, aprendizaje y comportamiento (Castellani

y cols., 2010). A nivel histológico, en el cerebro de pacientes con EA se observan

post mortem las placas seniles, que se componen mayoritariamente por

agregados insolubles de péptido β-Amiloide (Aβ), y los ovillos neurofibrilares,

compuestos por la proteína Tau hiperfosforilada. Las placas seniles y los ovillos

neurofibrilares, en conjunto con la neurodegeneración, se consideran marcadores

histopatológicos distintivos de la EA (Baranello y cols., 2015; Castello y Soriano,

2014).
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La proteína precursora amiloide (del inglés amyloid precursor protein, APP), que

da origen al péptido Aβ, corresponde a una proteína transmembrana presente en

células neuronales y no neuronales (Sagare y cols., 2012). El péptido Aβ se

origina a partir del clivaje proteolítico de esta proteína, e incluye a varios de sus

aminoácidos hidrofóbicos ya que corresponde a una parte de la secuencia

transmembrana de la APP. En razón de esto, en medio acuoso el péptido Aβ

exhibe cambios conformacionales a estructuras β-plegadas con incorrecto

plegamiento, más propensas a agregarse en forma de oligómeros y fibrillas

insolubles, que constituyen agregados que circulan y se depositan en el cerebro,

causando neurotoxicidad (Estrada & Zomosa, 2017). En tanto, la proteína Tau se

encuentra a nivel del citoplasma estabilizando los microtúbulos neuronales, pero al

hiperforforilarse, se acumula en forma de ovillos neurofibrilares desestabilizando al

citoesqueleto e impactando negativamente la sinapsis y la fisiología neuronal

(Kametani y Hasegawa, 2018).

En estudios con neuroimágenes se utilizaron mediciones por resonancia

magnética funcional para demostrar que, en una tarea asociativa de memoria, en

sujetos control, se activa el hipocampo, mientras que esto no ocurre en pacientes

con deterioro cognitivo. En este estudio, la ausencia del efecto de aprendizaje

asociativo en la muestra señaló el importante vínculo entre los problemas de

memoria y el hipocampo, una estructura especialmente sensible a la

neurotoxicidad (Johnson y cols., 2008; Montañés & Matallana, 2010). Es

interesante notar que otro tipo de infecciones bacterianas pueden estar

relacionadas con las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, se ha

reportado recientemente que la infección neonatal de ratones por la bacteria

Escherichia coli aumenta la susceptibilidad de los animales a desarrollar EA en la

etapa adulta que produce muerte neuronal en la región del giro dentado (GD) y

pérdida sináptica en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo (Venâncio  A, 2017).
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Los procesos cognitivos son gestionados por el sistema nervioso central y para ser

regulados, requieren la participación de diferentes estructuras cerebrales, siendo

el hipocampo el área asociada con la memoria cognitiva y una de las pocas

regiones donde se producen nuevas neuronas (neurogénesis). El hipocampo

deriva del telencéfalo y está organizado por el hipocampo propiamente tal, que

incluye las regiones CA1, CA2 y CA3 y el GD. El circuito de procesamiento de

información de la memoria cognitiva es el trisináptico, que incluye la región CA1,

CA3 y GD del hipocampo. En este procesamiento, las neuronas de la corteza

envían sus proyecciones a las células del GD, estas últimas proyectan sus axones

a las neuronas de la región CA3, las cuales, finalmente llevan sus axones hasta la

región de CA1. Por lo tanto, resulta interesante analizar las 3 áreas debido a que

están interconectadas entre sí, de modo que se puedan comparar sus efectos

(Hernández y cols., 2015).

Actualmente, se ha propuesto que el origen de EA puede ser atribuido a la

inflamación cerebral crónica (Swardfager y cols., 2010), estableciendo que la

exposición sostenida a factores de virulencia y/o mediadores pro-inflamatorios en

el cerebro provocaría daño neuronal y degeneración como consecuencia de una

alteración de la microglia y astrocitos, entre otros factores (Kamer y cols, 2008).

En este sentido, se ha propuesto que algunas de las infecciones sistémicas

podrían establecer un estado inflamatorio en el sistema nervioso central que

favorezca la neurodegeneración (Scheiblich y cols., 2020).

Así, evidencia creciente muestra que la bacteria P. gingivalis puede alterar la

respuesta inmune del hospedero, ingresando a la circulación sanguínea periférica

para luego entrar al parénquima cerebral. De este modo, P. gingivalis podría

estimular directa o indirectamente a las células gliales (Sansores-España y cols.,

2021; Singhrao y Olsen., 2019). Diversos estudios, plantean que P. gingivalis tiene

capacidad para generar neuroinflamación (Brown, 2019; Septiwidyati y Bachtiar,

2020; Singhrao y Olsen 2019). Específicamente, el serotipo K1 se asocia con
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neuroinflamación, astrogliosis, neurodegeneración, formación de ovillos

neurofibrilares y aumentando la concentración de Aβ en el cerebro (Díaz-Zuñiga y

cols., 2020). En tanto, en modelos in vitro y experimentales, las cepas no

encapsuladas (k-) se asocian con salud periodontal (Brunner y cols., 2010;

Díaz-Zuñiga y cols., 2012).

Microglias y astrocitos
En el cerebro, la principal célula glial que cumple roles inmunológicos

corresponde a la microglia (Rohan y Yirmiya, 2016). Las microglias son fagocitos

con un rol neuroprotector, estimulando la plasticidad neuronal y la secreción de

factores neurotróficos en respuesta a diversos patrones moleculares altamente

conservados de patógenos (del inglés pathogen-associated molecular patterns,

PAMPs) o de daño tisular (del inglés damaged-associated molecular patterns,

DAMPs) (Wolf y cols., 2017). En condiciones fisiológicas, cuando las microglias se

activan, se diferencian al fenotipo M2 o inmuno-modulador, que promueve la

secreción de citoquinas moduladoras. Sin embargo, si el estímulo inflamatorio

aumenta o perpetúa, las microglias se activan y diferencian a un fenotipo M1 o

pro-inflamatorio, incrementando la síntesis de citoquinas inflamatorias y factores

neurotóxicos. De este modo, las citoquinas producidas por las microglias pueden

activar a otras células gliales, como los astrocitos, que perpetúan el ciclo de

injuria (Sansores-España y cols., 2021: Tang y Le 2016).

Los astrocitos corresponden a la célula glial más abundante del cerebro. Los

astrocitos dirigen diversos procesos claves para la homeostasis del sistema

nervioso, participando en el metabolismo neuronal, la regulación de la transmisión

sináptica y la plasticidad neuronal. En presencia de neuroinflamación, ocurre un

proceso titulado astrogliosis, que implica una modificación en su fenotipo a

astrocitos reactivos, actuando en conjunto con las microglias M1 (Reinchenbach y

cols., 2019).
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Así, los astrocitos alteran su funcionamiento en presencia de neuroinflamación

(Guillamón-Vivancos y cols., 2015; Sansores-España y cols., 2021), sin embargo,

no hay concordancia en la relevancia e impacto de las variantes morfológicas de

este. Anteriormente, se ha comprobado que ocurren variaciones numéricas en

astrocitos y cambios morfológicos en el astrocito envejecido, observándose

prolongaciones más cortas (Cerbai y cols., 2012). Por otro lado, ante la presencia

de antioxidantes, los astrocitos modifican su morfología, adquiriendo un rol

neuroprotector en la inflamación cerebral (Oliveira-Junior y cols., 2019). Sin

embargo, hasta la fecha, no existe una clara comprensión de los beneficios o

riesgos que este cambio morfológico pueda tener (Cerbai y cols, 2012). Además,

dichos cambios morfológicos no han sido abarcados en profundidad en modelos

de periodontitis experimental, y menos si habrían particularidades en respuesta a

los diferentes serotipos de P. gingivalis.

Planteamiento del problema
La neuroinflamación podría ser causada tanto por las bacterias

periodonto-patógenas como por sus factores de virulencia (Sansores-España y

cols., 2021), que posiblemente migren de los sitios periodontales hacia el cerebro

por vía circulatoria sanguínea, linfática o nerviosa (Singhrao y Olsen 2019). De

esta manera, se ha planteado una relación directa entre enfermedades crónicas

no transmisibles como la periodontitis y la EA. Diversos estudios, plantean que P.

gingivalis podría provocar neuroinflamación (Septiwidyati y Bachtiar, 2020;

Singhrao y Olsen 2019). En particular, estudios experimentales donde inducen

periodontitis por P. gingivalis mediante distintas metodologías demuestran que

existe presencia de neuroinflamación, astrogliosis, activación de microglia e,

incluso, deterioro cognitivo (Ding y cols., 2018; Hu y cols., 2020; Wang y cols.,

2019. Además de causar neuroinflamación, la inoculación del serotipo K1 de P.

gingivalis, tanto en la mucosa palatina como por vía oral forzada (“oral gavage”),
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se asocia con neurodegeneración, formación de ovillos neurofibrilares y

acumulación extracelular de Aβ (Díaz-Zuñiga y cols., 2020; Brown, 2019).

Recientemente, en un modelo experimental de periodontitis en ratas mediante la

irrigación subgingival del LPS de P. gingivalis no encapsulada, se observaron

modificaciones en la morfología astrocitaria, donde se destacó la presencia de

astrocitos con cuerpo celular agrandado y protuberancias irregulares en la corteza

cerebral (Hu y cols., 2020). Sin embargo, la metodología para inducir la

periodontitis no es la indicada, por cuanto se reconocen 3 metodologías avaladas

para inducir una patología tipo periodontitis.

El gold estándar para inducir periodontitis en roedores es la aplicación de

ligaduras, la que genera disbiosis de la microbiota, resorción ósea a partir de los

10 días y un fenómeno inflamatorio agudo (Garlet, 2010). Otras metodologías

incluyen la inoculación de bacterias o factores de virulencia en la mucosa palatina

o por vía oral forzada, ambas con indicaciones precisas. En particular, si se

pretende estudiar el efecto a nivel sistémico de una bacteria, la vía oral forzada es

la metodología indicada, pero es necesario considerar que genera disbiosis

intestinal y, por tanto, la respuesta inflamatoria podría deberse a alteraciones

intestinales (de Molon y cols., 2016). Por el contrario, si lo que se pretende es

determinar el rol de una bacteria o un factor de virulencia es específico, la técnica

ideal es la inoculación palatina, que genera resorción ósea a partir del día 30 y un

proceso inflamatorio crónico de bajo grado (Garlet y cols., 2010).

En un estudio previo del laboratorio, demostramos que todos los serotipos de P.

gingivalis estudiados fueron capaces de llegar al cerebro tras su inoculación en la

mucosa palatina de ratas. Sin embargo, sólo el serotipo K1 de P. gingivalis causó

neurodegeneración, formación de ovillos neurofibrilares y acumulación extracelular

de Aβ (Díaz-Zuñiga y cols., 2020) en este modelo experimental de periodontitis.

Un hallazgo interesante adicional se refiere al número de astrocitos, que no varió

significativamente tras la inoculación de los diferentes serotipos de P. gingivalis.
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Sin embargo, notamos que los astrocitos de ratas infectadas con el serotipo K1 o

K2 exhibían una morfología distintiva inusual en las regiones CA1, CA3 y GD. Por

lo tanto, realizamos un análisis de Sholl para comparar la morfología de estas

células en la región CA1, en el hipocampo de ratas infectadas K1 o K- y

observamos que la infección por K1 promovió un ligero aumento en el tamaño y la

complejidad de los procesos astrocíticos. (Díaz-Zúñiga y cols., 2020). En el

presente estudio, estudiamos en detalle cómo cambia la morfología astrocitaria

hipocampal en la neuroinflamación provocada por un modelo de periodontitis

experimental producido por monoinfección palatina con la cepa K1 (encapsulada),

y compararlo con la monoinfección palatina por el serotipo K- (no encapsulado) de

P. gingivalis
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HIPÓTESIS.

La neuroinflamación producida por la inoculación palatina de cepas encapsuladas

y no encapsuladas de Porphyromonas gingivalis altera la morfología de los

astrocitos hipocampales en forma diferencial.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar si ocurren alteraciones de la morfología astrocitaria dependientes del

antígeno capsular K en un modelo murino de periodontitis experimental que

desarrolla neuroinflamación y daño cognitivo, comparando con la monoinfección

con un serotipo no encapsulado (K-) de Porphyromonas gingivalis,

OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

1. Estudiar la morfología astrocitaria mediante análisis morfométricos en las

distintas regiones del hipocampo de ratas afectadas o no de periodontitis

experimental con el serotipo K1 de Porphyromonas gingivalis, que desarrolla

neuroinflamación y daño cognitivo.

2. Comparar los efectos del serotipo K1 de P. gingivalis con los del serotipo no

encapsulado K- sobre la morfología astrocitaria, y su relación con la

neuroinflamación.
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MATERIALES Y MÉTODOS

El cultivo de las cepas, las condiciones de cultivo bacteriano, la manutención de

los animales, y la obtención de muestras fueron ejecutadas previamente en la

tesis de Doctorado del Dr. Jaime Díaz publicadas en el paper Díaz-Zuñiga 2020.

Se trabajó con 2 cepas de P. gingivalis: La cepa encapsulada de P. gingivalis W50

(serotipo K1) y la mutante isogénica-W50 de P. gingivalis que fue manipulada para

hacer la deleción de los genes que codifican para las enzimas que sintetizan la

cápsula de la bacteria, de modo de generar la cepa mutante de fenotipo no

encapsulado (cepa K-) (Aduse-Opoku et al, 2006).

Se utilizan en total 10 ratas macho de experimentación de 4 a 6 semanas de edad

subdivididos en los siguientes grupos de ratas:

Modelo de periodontitis experimental:

- Experimentales K1

- Experimentales K-

- Control periodontitis

La inducción de periodontitis experimental se realizó inoculación de las bacterias

en la mucosa palatina. El grupo control fue inyectado con medio de transporte de

bacterias (sham).

En la extracción de muestras biológicas para análisis mediante

inmunofluorescencia, el cerebro se extrajo completamente. De cada cerebro se

obtuvieron cortes de 10 μm de grosor en criostato obteniendo 3 imágenes de 3

regiones distintas del hipocampo: región CA1, CA3 y giro dentado.

Los cortes de cerebro se incubaron en PBS y una solución de bloqueo

conteniendo anticuerpo primario contra la proteína acídica fibrilar glial (GFAP, Cell

Signaling Technologies, Danvers, MA, USA). Los cortes histológicos se lavaron

tres veces con PBS y montaron en medio que contenía DAPI (Abcam®) para

poder visualizar los núcleos. Fueron examinados con un microscopio espectral
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confocal C2 Plus (Nikon, USA) y las imágenes se procesaron usando el software

Image J (NIH, MD, USA). La proporción de células marcadas se determinó

contando las células teñidas positivamente por el anticuerpo primario GFAP en

relación al total de células teñidas con DAPI. Con el objetivo de evaluar la

morfología de los astrocitos se realizó el análisis Skeleton usando el software

Image J.

Análisis morfométricos

En el presente trabajo, para evaluar la variación morfológica de los

astrocitos se utilizó el análisis Skeleton del software (Fiji is just) Image J que

corresponde a una herramienta computacional que reduce una figura a un

conjunto de líneas que pasan por su centro. Se midieron 10 parámetros distintos

para comparar los efectos producidos posterior a la inoculación de las cepas

encapsuladas (K1) o no encapsuladas (K-) de P. gingivalis. Las imágenes tenían

en promedio 20 stacks. Se evaluaron entre 1 a 3 astrocitos por imagen. Se suman

slices y se escogen aquellos astrocitos en que se pudo visualizar la mayor

cantidad de volumen y que se vean completos en la imagen, de modo que al

mover stacks a los extremos, el astrocito desaparezca, lo cual, nos asegura que

este se pueda ver en su mayoría y no se pierda parte de la morfología de la célula

en el corte de la imagen. Se selecciona el astrocito con todos sus stacks y se

ocupa un filtro gaussiano para visualizar nítidamente las ramificaciones. Se

binariza la imagen, se fija un umbral en el stack que abarque gran parte del

astrocito con la herramienta threshold, y de manera manual se destaca

minuciosamente la célula en su totalidad en las partes que no pudieron ser

abarcadas con threshold. Finalmente, se hace una proyección en zeta, sin

embargo, también se filtran ramificaciones de otros astrocitos y para esta

limitación, se binariza la imagen y se limpia de manera manual en cada stack todo

aquello que no corresponda a la célula. Con la imagen limpia, se aplica el
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pluggins de Skeletonize para que arroje la imagen como un esqueleto del astrocito

con puntos y ramas que nos mostraron las ramificaciones, puntos de ramificación

y terminaciones, adelgazando matemáticamente cualquier área a un píxel central

formando un esqueleto aplicado a todas las imágenes que nos permitió cuantificar

la morfología. Se midieron en total 78 astrocitos de 25 imágenes analizadas para

todos los parámetros. Los datos se graficaron, diferenciándose según región CA1,

CA3 y GD, y cada región se dividió en las condiciones experimentales o control

(Arganda-Carreras y cols., 2010; Karperien A. FracLac for ImageJ 1 1999–2013;

available at the ImageJ website, National Institutes of Health; Karperien y cols.,

2013) como se describió previamente (Fernández-Arjona y cols., 2017). Los

parámetros evaluados fueron:

1) Número de ramificaciones del astrocito: Se cuantifica el total de

líneas que pasan por el centro del esqueleto del astrocito.

2) Largo de la ramificación más extensa del astrocito: Se compara las

distintas magnitudes de la línea más larga que pasa por el centro del

esqueleto del astrocito.

3) Promedio del  largo del total de ramificaciones del astrocito: Se

cuantifica la medida del largo de todas las ramificaciones del astrocito y se

obtiene un promedio por cada condición experimental.

4) Área del astrocito: Se mide el volumen del esqueleto 3D del astrocito

arrojado por el análisis skeleton de las ratas inoculadas con P. gingivalis K1

y K-.

5) Distancia no lineal más larga que cruza toda la célula: Se busca el

recorrido más largo de la línea que cruce a lo largo de todo el esqueleto del

astrocito en cada condición experimental.

6) Punto terminal de una ramificación: Se cuantifica el número total de

terminaciones que tienen las líneas que cruzan por el centro del esqueleto

del astrocito.
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7) Máxima distancia lineal que cruza al astrocito: Se mide la distancia

lineal que hay entre los 2 puntos terminales más alejados del centro del

esqueleto del astrocito.

8) Distancia euclidiana del largo promedio del astrocito: Se determina el

promedio de la distancia lineal que hay entre los puntos terminales del

extremo de cada ramificación del astrocito en las condiciones

experimentales evaluadas.

9) Índice de tortuosidad: Representa el nivel de sinuosidad que tiene el

astrocito y se mide como la razón entre el largo de una ramificación y su

distancia lineal.

10) Índice de tortuosidad máximo: Representa el nivel de sinuosidad que

tiene el astrocito y se mide como la razón entre el largo de la ramificación

de mayor tamaño y su distancia lineal.

Los datos se analizaron estadísticamente usando el software SPSS 22.0 (IBM

Corp., Armonk, NY, USA). La distribución normal de los datos se determinó

usando el test Shapiro-Wilk. Las diferencias entre los grupos y las comparaciones

múltiples se analizaron con los test ANOVA-Tukey o Kruskal Wallis-Dunn para

distribución paramétrica o no paramétrica, respectivamente. Diferencias entre dos

grupos se analizaron con t-test. Las diferencias se consideraron como

estadísticamente significativas con p < 0.05.
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RESULTADOS
Se evaluaron los cambios morfológicos de los astrocitos hipocampales de ratas

inoculadas con serotipo K1 o serotipo K- de Porphyromonas gingivalis y se

compararon con el grupo control de periodontitis (inoculado con salino). Se

graficaron los datos para diferentes parámetros, diferenciándose según región del

hipocampo (CA1, CA3 y GD), obteniéndose los siguientes resultados:
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Análisis Skeleton
1) Número de ramificaciones del astrocito: Como primera aproximación,

medimos el número total de ramificaciones en los astrocitos imunomarcados con

GFAP. En el número de ramificaciones de los astrocitos de ratas inoculadas con el

serotipo K1 o la cepa no encapsulada K- no se encontraron diferencias con

respecto al control. Sin embargo, se observa de manera significativa que los

astrocitos en las ratas inoculadas con el serotipo K1 tienen más ramificaciones

que las inoculadas con la cepa no encapsulada K- (Figura N°1).
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2) Largo de la ramificación más extensa: En las ratas inoculadas con las

distintas cepas de Porphyromonas gingivalis se observó que las ratas inoculadas

con K1 tienen sus ramificaciones más extensas de mayor longitud que las ratas

inoculadas con K- (Figura N°2), sugiriendo un mayor tamaño. En GD, los

astrocitos de las ratas inoculadas con K- también mostraron ser significativamente

menores que  los de ratas control.
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3) Promedio del largo del total de ramificaciones del astrocito: No se

aprecian diferencias significativas (Figura N°3).
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4) Área del astrocito: Los astrocitos de las ratas inoculadas con la cepa no

encapsulada K- disminuyen significativamente su área con respecto al grupo

control y las ratas inoculadas con el serotipo K1 (Figura N°4).
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5) Distancia no lineal más larga que cruza toda la célula. Se aprecia un efecto

selectivo arrojando menores valores en las longitudes máximas no lineales que

recorren la célula en las ratas inoculadas con la cepa no encapsulada K-, lo cual,

podría significar que las células se vuelven más pequeñas o más tortuosas (Figura

N°5). Debido a este resultado, es que evaluamos el parámetro de distancia lineal

(en detalle más adelante).
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6) Punto terminal de una ramificación: Se observó un efecto selectivo en las 3

áreas evaluadas del hipocampo en donde las ratas inoculadas con la cepa no

encapsulada tienen considerablemente menor número de terminaciones en sus

astrocitos con respecto a las ratas control y rata inoculadas con el serotipo K1

(Figura Nº6).
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7) Máxima distancia lineal que cruza al astrocito: No se detectaron diferencias

ni efectos selectivos de los grupos evaluados (Figura N°7).
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8) Promedio de distancias lineales que cruzan al astrocito: Existe un efecto

selectivo en los promedios de las distintas distancias lineales evaluadas en cepa

encapsulada y no encapsulada, sin embargo, este no es significativo en la

muestra. (Figura N°8).
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9) Índice de tortuosidad: Se observa un efecto selectivo en la región CA3 del

hipocampo que indica que los astrocitos en el grupo inoculado con P. gingivalis

encapsulada muestran mayor sinuosidad en su morfología con respecto al grupo

inoculado con P. gingivalis no encapsulada (Figura N°9).
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10) Índice de tortuosidad máxima: No hay datos que puedan asociar algún

cambio en la sinuosidad de la célula evaluada en los distintos grupos

experimentales (Figura N°11).
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DISCUSIÓN

En un estudio anterior realizado por nuestro grupo y denominado “Alzheimer's

Disease-Like Pathology Triggered by Porphyromonas gingivalis in Wild Type Rats

Is Serotype Dependent” se determinó la presencia de la periodontitis experimental

a través de la evaluación del nivel de resorción ósea y de expresión y secreción

de citoquinas pro-inflamatorias en mucosa palatina, la cual, fue mayor para las

ratas inoculadas con serotipo K1 de P. gingivalis con respecto a la cepa K-. Para

evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del hipocampo de todas

las ratas se ocupó la prueba del OASIS Maze, donde se observó que no hay

diferencias en capacidades motoras en ninguna de las condiciones, pero con un

daño a la memoria espacial asociado a la inoculación de los serotipos K1 y K2. Se

cuantificó la secreción de moléculas pro-inflamatorias en hipocampo y líquido

cerebro-espinal (LCE) donde se observó mayor secreción en las ratas inoculadas

con el serotipo K1 y K2 de P. gingivalis. Además, se cuantificó el marcador

histopatológico de la EA Aβ1-42 en el hipocampo, observándose una mayor

concentración de este péptido en las ratas inoculadas con los serotipos K1 y K2 de

P. gingivalis. Para determinar la presencia de astrocitos en las regiones CA1, CA3

o GD, se realizó detección inmunohistoquímica de la proteína acídica fibrilar glial

(GFAP). Para determinar el número de astrocitos se hizo el recuento total de

núcleos teñidos con DAPI en el hipocampo donde se detectó que no hay

diferencias en el número de astrocitos en las distintas condiciones. Mediante

inmunofluorescencia se cuantificó también la presencia de proteína Tau total y Tau

hiperfosforilada en muestras de hipocampo visualizándose una mayor cantidad de

proteína Tau hiperfosforilada en la región CA1 de las ratas inoculadas con serotipo

K1 (Díaz-Zuñiga y cols., 2020). NO obstante, todos los serotipos bacterianos

estudiados fueron detectados en el cerebro de las ratas inoculadas, incluyendo el

serotipo no encapsulado K-.
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Distintos estudios experimentales sugieren que P. gingivalis podría difundir desde

el sitio inoculado a los distintos órganos y tejidos del hospedero, incluyendo el

parénquima cerebral (Díaz-Zúñiga et al, 2020, Dominy et al, 2019). Actualmente,

no está claro cuál es la ruta de acceso de estas bacterias al sistema nervioso

central. En efecto, se ha observado que los microorganismos migran desde las

mucosas respiratorias o periodontales a través del nervio olfatorio o trigémino

hacia el cerebro (Mikklossy 2011; Olsen & Singhrao, 2015). Así, cuando los

microorganismos colonizan el cerebro son capaces de secretar citoquinas

pro-inflamatorias, activar a los astrocitos y degradar proteínas que permitirían que

debilite la barrera hematoencefálica (Agrawal & Biswas, 2015; Qi y cols, 2007;

Wang y cols, 2019). Es conocido que Los serotipos K1 y K2 de P.gingivalis tienen

una capacidad de provocar mayor producción de citoquinas pro-inflamatorias,

tales como, IL-1β, IL-6, IL-17, interferón (IFN)-γ y TNF-α en macrófagos y células

dendríticas, en comparación con los otros serotipos y cepas no encapsuladas

(Vernal y cols., 2013). Se considera que la cepa encapsuladas de P. gingivalis

expresa mayor cantidad de factores de virulencia que las cepas no encapsuladas

y que los serotipos K3, K4,K5 o K6 (d’Empaire y cols., 2006; Díaz-Zuñiga y cols.,

2015;Kunnen y cols., 2009; Laine & Winkelhoff, 1998; Melgar, 2014; Vernal y cols

.,2009; Vernal y cols, 2014b). En efecto, el comportamiento de las células inmunes

ante los distintos serotipos de P. gingivalis no está descrito en los astrocitos.

En este trabajo estudiamos en detalle los efectos morfológicos en los

astrocitos de distintas zonas del hipocampo de ratas inducidos por la inoculación

palatina del serotipo K1 encapsulado y comparamos directamente con los

provenientes de las ratas inoculadas con el serotipo no encapsulado K- de P.

gingivalis. Para el análisis de las distintas morfologías de los astrocitos a través de

las condiciones experimentales mencionadas anteriormente se utilizan los

resultados del estudio de Diaz-Zuñiga y cols. año 2020, donde se generó un

modelo de periodontitis inoculando la mucosa palatina la cepa de P. gingivalis W50
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serotipo K1 y la cepa mutante GPA no capsulada K- en ratas. El cambio

observado en los distintos parámetros morfológicos analizados en este estudio,

muestra que el efecto de K- en la morfología astrocítica es mayor que el de K1.

La morfología de los astrocitos se estudió con el marcador de activación

GFAP, la cual es la principal proteína en los astrocitos maduros que participa en la

regeneración y la plasticidad sináptica (Midderldorp & Hol, 2011), además se ha

visto que en la astrogliosis aumenta GFAP asociándolo con inflamación cerebral

(Eng & Ghirnikar, 1994), por lo cual, los resultados serían compatibles con la idea

de que K1 es la cepa más virulenta, pues induce mayor inflamación. En cambio, K-

estaría asociada a un estado menos inflamatorio, y por ende, con menor expresión

y extensión de la marca de GFAP. Así, los resultados de este estudio muestran

que los astrocitos de las ratas inoculadas con P. gingivalis K- tienen menos

números de ramificaciones, menor área, menor número de ramificaciones y

terminaciones, menores valores en las distancias no lineales de mayor longitud

que recorren la célula en las ratas inoculadas con K1. Así, los astrocitos

inoculados con P. gingivalis serotipo K1 son más complejos, de mayor tamaño y

tortuosidad en su morfología, por lo tanto, se acepta la hipótesis planteada

inicialmente.

En los astrocitos ocurre un proceso denominado “astrogliosis”, el cual se define

como un cambio molecular, celular y funcional del astrocito en respuesta a

enfermedades que afecten al SNC. La severidad del cambio en los astrocitos

depende de la gravedad del daño y de la inflamación, además de la proximidad del

astrocito al lugar. Estos cambios están regulados por moléculas de señalización

tanto intra como extracelular, lo cual, altera las funciones del astrocito. Se describe

que en la astrogliosis ocurre hipertrofia celular y del soma, además de

superposición con astrocitos vecinos en respuesta a la neuroinflamaciòn

transformándose en un astrocito reactivo, por lo tanto, puede explicar que la

inoculación con serotipo K1 en ratas genera un astrocito más complejo debido a
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su capacidad de virulencia a diferencia de los astrocitos de ratas inoculadas con

cepas no encapsuladas asociadas a menos virulencia, donde la estructura del

astrocito se vuelve más simple (Anderson y cols., 2018).

En el estudio de Illievski en el año 2018 se realizó el modelo de periodontitis a

través de la administración oral del serotipo K1 de P. gingivalis, donde se detectó

una mayor producción de citoquinas pro-inflamatorias, mayor astrogliosis y mayor

activación de microglias en comparación con las ratas control (Ilievsky y cols,

2018). Por otro lado, la aplicación de concentraciones supra-fisiológicas de la cepa

encapsulada de P. gingivalis produjo mayores niveles de neuroinflamación y

deterioro cognitivo que el grupo control (Ding y cols., 2018; Dominy y cols., 2019;

Ishida y cols.,2017; Leira y cols., 2019; Singhrao y cols, 2015; Zhang y cols.,

2018). De esta manera, se sugiere que podría existir un posible rol neuroprotector

por inoculación de la cepa no encapsulada de P. gingivalis, lo que explicaría los

cambios en su morfología. Estos cambios, podrían deberse a las diferencias que

existen en la estructura y composición de los polisacáridos capsulares de la

bacteria periodontal (Schifferle y cols., 1989).

Las neuronas y los astrocitos reactivos son los responsables de la secreción de

Aβ (Birch y cols.,2014; Frost & Li, 2017; Heneka y cols., 2015). Las ratas

afectadas de periodontitis experimental por inoculación del serotipo K1 de P.

gingivalis secretan mayores niveles de Aβ con respecto al grupo control y las ratas

inoculadas con la cepa no encapsulada. En el estudio de Laine se evalúan 3

cepas de P. gingivalis no encapsuladas, las cuales, indujeron abscesos localizados

y ocasionalmente una infección diseminada (Laine & Winkelhoff, 1998). Por otra

parte, los serotipos encapsulados son resistentes a la fagocitosis, generan

abscesos distantes y sepsis (van Winkelhoff y cols., 2002). De esta manera, se

sugiere que la diferencia en la virulencia de los serotipos capsulares se considera

un factor importante pero no determinante de P. gingivalis (Laine & Winkelhoff,

1998).
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En el estudio de Diaz-Zuñiga año 2020 se visualiza que las ratas infectadas con

los serotipos K1 y K2 muestran mayor problemas de memoria, mayor resorción

ósea alveolar, mayor producción de citoquinas y cambios en la morfología

astrocitaria. En el análisis Sholl de la región CA1 realizado se observa un ligero

aumento en el tamaño y la complejidad de las ramificaciones astrocíticos en la

infección por K1. Tal efecto no se aprecia en ninguna rata infectada con cepas

bacterianas no encapsuladas (Díaz-Zúñiga y cols., 2020). Sorprendentemente, en

este trabajo donde se determina en detalle la morfología del astrocito, el mayor

cambio se aprecia en las ratas infectadas con la cepa K- no encapsulada con

respecto al grupo control y a las ratas infectadas con K1. En cuanto a las

diferencias entre el análisis Sholl y el Skeleton para evaluar morfologías celulares,

es que el primero crea una serie de capas concéntricas alrededor del foco de la

célula (Binley y cols., 2014). El análisis skeleton es una herramienta

computacional que reduce una figura a un conjunto de líneas que pasan por su

centro, donde se puede dar información más acabada de la morfología. (Lavado,

2018).

Los astrocitos y microglias requieren mantener sus funciones fisiológicas para una

correcta eliminación de Aβ generando una acumulación de éstas a nivel cerebral

(Heneka y cols., 2015; Cai y cols., 2017). Un marcador de progresión de la EA es

una menor detección de Aβ (Hampel y cols., 2018; Pawlowski y cols., 2017; Vega

y cols., 2017). La neuroinflamación afecta el metabolismo de las neuronas,

alterando la función cognitiva, por lo tanto, una mayor astrogliosis explicaría el

peor desempeño en la memoria espacial de las ratas inoculadas con el serotipo

K1 de P. gingivalis (Cai y cols., 2017). En la astrogliosis ocurre una rápida síntesis

de GFAP. En contextos patológicos aparecen fenotipos astrogliales anormales que

impulsan cambios neuropatológicos, como por ejemplo en leucodistrofias,

leucoencefalopatía, entre otros. En la astrodegeneración se observa disminución

en la densidad astroglial que se acompaña con atrofia morfológica y una pérdida
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de función, por lo tanto, disminuyen las capacidades homeostáticas y

neuroprotectoras, observándose en enfermedades neuropsiquiátricas, trastornos

adictivos, epilepsia y neurodegeneración (Rodriguez y cols., 2009; Verkhratsky y

cols., 2019). A través de distintos métodos de tinción se ha podido dilucidar que el

astrocito tiene una forma estrellada que la distingue de otras células gliales, se

describe además que las ramificaciones del astrocito tienen en su terminación

dilataciones que permiten la comunicación con vasos sanguíneos y neuronas. Un

astrocito reactivo aumenta su densidad y tamaño, teniendo entre 5-8

ramificaciones principales con terminaciones que se dividen formando redes más

delgadas (Nag, 2011). La proteína GFAP etiqueta solo las ramificaciones

principales de los astrocitos, las más pequeñas no son reactivas con esta proteína.

Se reconoce que estas últimas tienen mayor cantidad de mitocondrias con

respecto a los otras ramificaciones, de modo que el metabolismo oxidativo es

parte importante para el metabolismo energético de los astrocitos (Matyash &

Kettenmann, 2010; Naig, 2011).

En la literatura actual se considera que los subproductos citotóxicos de la P.

gingivalis como las gingipaínas y la cápsula tienen un agente causal predominante

de la EA. Las gingipaínas provocan un aumento de beta-amiloide y de proteína

Tau, sin embargo, los inhibidores de gingipaína podrían bloquear daños

neuronales disminuyendo los efectos neurotóxicos (Altamirano y cols., 2021;

Nakanishi y cols., 2020; Sansores-España y cols., 2021). Por otro lado, la cápsula

es una estructura importante en la virulencia de la célula, y aunque el rol exacto

aún no está determinado, se sabe que el nivel de adhesión a células epiteliales y

de coagregación es mayor en P. gingivalis encapsulado, la cual está involucrada

en la evasión del sistema inmunológico del huésped, a diferencia de los serotipos
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no encapsulados. La cápsula de P. gingivalis reduce la respuesta inmunitaria de

los fibroblastos gingivales humanos (Brunner y cols., 2010).

En el estudio de Diaz-Zuñiga, las cepas encapsuladas de P. gingivalis podrían

desencadenar la aparición de neuroinflamación, aparición de marcadores

cerebrales de EA y deterioro cognitivo. Por otro lado, ninguno de estos efectos

pudo ser observado en las cepas no encapsuladas (Díaz-Zuñiga y cols., 2020). En

el presente estudio se aprecia un cambio morfológico considerable de los

astrocitos inoculados con la cepas no encapsulada de P. gingivalis, incluso, se ha

asociado esta cepa con salud periodontal, por lo tanto, se sugiere que podría

existir algún rol neuroprotector que aún no ha sido dilucidado asociado a estos

cambios morfológicos en los astrocitos,  sin embargo, solo los serotipos patógenos

de las bacterias activan selectivamente la respuesta inflamatoria en el cerebro, por

lo tanto, se requiere profundizar en el rol que cumple la bacteria no encapsulada a

nivel cerebral (Diaz-Zuñiga y cols., 2020;  Nakanishi y cols., 2020).

Según la inmunotinción con GFAP, se describen cuatro morfologías en astrocitos

de corticales humanas: protoplásmico, interlaminar, polarizado y fibrilar. La

morfología protoplasmática de los astrocitos humanos describe astrocitos más

grandes y más elaborados que los roedores. El cuerpo celular del astrocito

humano es pequeño con ~10 mm de diámetro, en tanto sus ramificaciones

abarcan 100-200 mm de diámetro (Matyash & Kettenmann, 2010; Naig, 2011;

Zhou y cols., 2019). El astrocito interlaminar tiene ramificaciones largas

frecuentemente no ramificadas. Los cuerpos celulares de estos astrocitos tienen

~10 mm de diámetro y describe que tienen aproximadamente dos ramificaciones

que cruzan capas de la corteza formando una red astrocítica. Estas ramificaciones

son tortuosas y, ocasionalmente tienen comunicación con vasos sanguíneos. El

astrocito fibrilar tiene ramificaciones más rectas y menos ramificadas, las
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ramificaciones de los astrocitos fibrosos se entremezclan y superponen con otros

astrocitos, tienen una morfología simple, por lo cual, se sugiere que su

participación apunta al metabolismo celular, no así al procesamiento y modulación

de la actividad neuronal. Ambas morfologías descritas se pueden asociar con la

morfología arrojada en las ratas inoculadas con la cepa no-encapsulada de P.

gingivales (Bushong y cols, 2004; Matyash & Kettenmann, 2010). El astrocito

polarizado tiene ramificaciones largas y rectas, tienen un diámetro constante de

~2-3 mm. Ocasionalmente, los astrocitos polarizados prolongan las ramificaciones

a la vasculatura, lo que no fue observado en los astrocitos analizados (Matyash &

Kettenmann, 2010).

De los parámetros evaluados, el índice de tortuosidad es un buen medidor de

morfología del astrocito y de los cambios que puedan existir en estos con las

distintas condiciones experimentadas debido a que nos muestra el nivel de

sinuosidad que pueda tener el astrocito, sin embargo, las diferencias en ningún

caso fueron significativas.

Por otro lado, el área también se considera un buen indicador de la variación de la

morfología debido a que permite evaluar el tamaño y densidad que tenga el

astrocito, lo que nos permite comparar los efectos generados, donde nos muestra

que las ratas inoculadas con la cepa no encapsulada son más pequeños en

comparación con las otras condiciones de manera significativa.
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CONCLUSIONES

En conclusión, en este trabajo se determinó que:

1.- La periodontitis experimental inducida por P. gingivalis no encapsulada K- se

asoció a mayores cambios en la morfología de los astrocitos en comparación con

la inoculación con serotipo encapsulado K1 y el control.

2. Considerando que la periodontitis experimental inducida por la cepa P. gingivalis

W50 (serotipo K1) se asoció a neuroinflamación y no así el serotipo K-

(Díaz-Zúñiga et al., 2020), siendo este último el serotipo que induce cambios

morfológicos más pronunciados en los astrocitos, se podrían asociar los cambios

que genera en la morfología astrocitaria con un rol neuroprotector.

A modo general cabe destacar que en este trabajo se aprecia la necesidad de

profundizar en el posible rol neuroprotector de la bacteria no encapsulada K- a

nivel cerebral, que podría incluso ser un foco de estudio para guiar futuras terapias

de enfermedades que involucran neuroinflamación.
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ANEXOS Y APÉNDICES
Anexo n°1: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad

de Chile
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Anexo N° 2: Reconstrucción de astrocitos 2D y 3D del análisis Skeleton en las

distintas áreas del hipocampo en el antígeno capsular K y serotipo no capsular K-

de Porphyromonas gingivalis, en un modelo murino de periodontitis experimental

que desarrolla neuroinflamación y daño cognitivo.
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